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RESUMO 
 
O uso crônico de drogas tem sido associado com mudanças na expressão gênica 
no cérebro, produzindo mudanças nos circuitos neurais à longo prazo, resultando 
em comportamento compulsivo ou craving. Evidências sugerem que a droga pode 
induzir neuroadaptações complexas após a exposição e essas alterações são 
mediadas por um padrão dinâmico de regulação gênica. Tem-se relatado que as 
mudanças nos circuitos neurais começam após a primeira exposição, alterando a 
expressão de genes importantes para o estado de dependência. Nós estudamos 
a expressão gênica do mRNA (ácido ribonucleico mensageiro) FosB (homólogo B 
do oncogene viral de osteossarcoma murino), BDNF (fator neutrófico derivado do 
cérebro) e DRD5 (receptor de dopamina D5) em pacientes dependentes 
internados para tratamento clínico. Para a análise molecular, foi coletado sangue 
periférico em tubo com anticoagulante e a extração de RNA dos linfócitos não 
passou de 2 horas após a coleta. O RNA foi usado para a síntese de cDNA (ácido 
desoxirribonucleico complementar) o qual foi amplificado por PCR (reação em 
cadeia da polimerase) em tempo real usando o primer específico. Houve uma 
expressão reduzida de mRNA FosB visto o fold-change calculado ter sido de -
1,15 em dependentes de crack-cocaína (CUD) e de -2,17 em dependentes de 
álcool (AUD) quando comparados a controles não dependentes. O tamanho do 
efeito gs de Hedge do Log FosB/Act foi de 0,66 (efeito médio de acordo com a 
convenção de Cohen) para o CUD e 0,3 (efeito pequeno) para o AUD. Entretanto, 
houve um aumento da expressão dos mRNAs BDNF e DRD5 em ambos grupos 
CUD e AUD comparados aos controles. O fold-change da expressão de mRNA 
BDNF para o CUD foi de 2,25 e de 2,0 para o AUD, e o tamanho do efeito gs de 
Hedge do Log de BDNF/Act foi de 0,35 e 0,36 (efeitos pequenos para médios) 
respectivamente. O fold-change da expressão do mRNA DRD5 foi de 2,22 para 
ambos os grupos CUD e AUD, e o tamanho do efeito gs de Hedge do Log de 
DRD5/Act foi de 0,25 e 0,26 (efeitos pequenos), respectivamente. Esses dados 
sugerem que é possível a detecção de mudanças da expressão gênica de 
ocorrência central em linfócitos presentes no sangue periférico e estas mudanças 
podem refletir as alterações moleculares que ocorrem nos circuitos neurais na 
dependência química.  
Palavras-chave: Expressão de mRNA, FosB, BDNF, DRD5 
	  
 
ABSTRACT 
 
Chronic drug use has been associated with changes in gene expression in the 
brain, yielding long-term neural circuit changes resulting in compulsive behavior or 
craving. Evidence suggests that the drug may induce complex neuroadaptations 
after exposure and these changes are mediated by a dynamic pattern of gene 
regulation. It has been reported that changes in neural circuits begin after the first 
exposure, altering the expression of genes important for the state of dependence. 
We studied the gene expression of mRNA (messenger ribonucleic acid) FosB (B-
cell homolog of murine osteosarcoma viral oncogene), BDNF (brain-derived 
neutrophic factor) and DRD5 (dopamine D5 receptor) in dependent patients 
hospitalized for clinical treatment. For molecular analysis, peripheral blood was 
collected in an anticoagulant tube, and the extraction of RNA from the 
lymphocytes did not exceed 2 hours after collection. RNA was used for the 
synthesis of cDNA (complementary deoxyribonucleic acid) which was amplified by 
PCR (real-time polymerase chain reaction) using the specific primer. There was a 
reduced FosB mRNA expression since the fold-change calculated was -1,15 in 
crack-cocaine dependents (CUD) and -2.17 in alcohol dependents (AUD) 
compared to non-dependent controls. The Hedge’s effect size gs of the Log 
FosB/Act was of 0.66 (medium effect size according to Cohen’s convention) the 
CUD and of 0.3 (small effect size) for the AUD. However, there was an increase in 
the expression of BDNF and DRD5 mRNAs in both CUD and AUD groups 
compared to controls. The fold-change of the BDNF mRNA expression for the 
CUD was 2.25 and 2.0 for the AUD, and the Hedge’s gs effect size of the Log 
BDNF/Act of 0.35 and 0.36 (small to medium effect size), respectively. The fold-
change of DRD5 mRNA expression was 2.22 for both CUD and AUD groups, and 
the Hedge’s gs effect size of the Log DRD5/Act of 0.25 and 0.26 (small effect size), 
respectively. These data suggest that it is possible to detect changes in gene 
expression of central occurrence in lymphocytes present in the peripheral blood 
and these changes may reflect the molecular changes that occur in neural circuits 
in drug addiction.  
Keywords: mRNA expression, FosB, BDNF, DRD5 
 
	  
 
 
LISTA DE ABREVIATURAS 
 
AVT, área tegmental ventral 
AUD, do inglês alcohol use disorder (transtorno do uso de álcool) 
CPF, córtex pré-frontal  
CUD, do inglês cocaine use disorder (transtorno do uso de crack-cocaína) 
BDNF, do inglês brain-derived neutrophic fator (fator neurotrófico derivado do 
cérebro) 
cDNA, do inglês complementary deoxyribonucleic acid (ácido desoxirribonucleico 
complementar) 
CREB, do inglês cAMP response elemento-binding (elemento de ligação ao 3’5 
adenosina-monofosfato-cíclico (AMPc)  
CT, do inglês cycle threshould (limiar do ciclo)  
DRD5, do inglês dopamine receptor D5 (receptor de dopamina D5)  
EDTA, do inglês ethylenediamine tetraacetic acid (ácido etilenodiamino tetra 
acético)  
FosB, do inglês murine osteosarcoma viral oncogene homolog B (homólogo do 
oncogene viral de osteossarcoma murino) 
FAB, do inglês The Frontal Assessment Battery) 
HAM-D, do inglês Hamilton Depression Rating Scale  
HAM-A, do inglês Hamilton Anxiety Rating Scale  
Log, logaritmo 
mRNA, do inglês messenger ribonucleic acid (ácido ribonucleico mensageiro) 
MeCP2, do inglês methyl CpG–binding protein 2 (proteína 2 de ligação ao Metil-
CpG)  
MMSE, do inglês Mini-Mental Status Examination 
NAc, do latim nucleus accumbens (núcleo accumbens) 
OCDS, do inglês Obsessive-Compulsive Drinking Scale  
OCCS, do ingles Obsessive Compulsive Cocaine Scale 
RT-PCR, do inglês reverse transcription polymerase chain reaction (reação da 
transcriptase reversa, seguida da reação em cadeia da polimerase)  
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1 Introdução 
1.1 Dependência Química 
 
Em março de 2016, a 59a sessão da Comissão sobre Drogas Narcóticas do 
Escritório das Nações Unidas sobre Drogas e Crimes (UNODC) da Organização 
Mundial da Saúde relatou que 1 entre 20 pessoas de idades entre 15 e 64 anos 
usaram uma droga ilícita em 2013. Aproximadamente 1 em 10 pessoas que usaram 
drogas ilícitas, sofre de algum transtorno do uso de drogas (UNODOC-WHO, 2016). 
 
O transtorno do uso de drogas é um termo diagnóstico para o abuso de drogas e a 
dependência é definida como um transtorno mental. Assim, a dependência química 
está classificada entre os transtornos psiquiátricos, sendo considerada uma doença 
crônica multifatorial. Como tal, a dependência é caracterizada como progressiva, 
incurável, porém tratável relativamente, apesar das consequências significativas 
para o dependente (FISCHER et al., 2015). 
 
A dependência de drogas é uma condição que abrange uma porção pequena dos 
usuários (cerca de 10%), entretanto esse número torna-se significativo considerando 
o nível de alteração comportamental que o indivíduo dependente apresenta 
(UNODC-WHO, 2016). Nesses indivíduos susceptíveis, o consumo repetido da 
substância induz um padrão de uso compulsivo com consequente perda de controle 
do uso e desejo incontrolável (fissura ou mais frequentemente referido na literatura 
como craving) para o uso da substância, estabelecendo e mantendo um padrão 
aditivo, caracterizado pelo uso excessivo da droga, além de gasto exagerado de 
tempo em atividades relacionadas à busca pela substância (SANCHIS-SEGURA; 
SPANAGEL, 2006). 
 
1.2 Disfunções executivas na dependência química 
 
A deficiência ou hipoatividade das funções executivas frontais tais como: 
planejamento de ações futuras, direcionamento do comportamento em torno de um 
objetivo, resolução de problemas, tomada de decisões, inibição de respostas 
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inadequadas, memória operacional (ou de trabalho), são características 
comportamentais que estão presentes em dependentes de drogas (GEORGE; 
KOOB, 2013). 
 
A falha em controlar respostas inadequadas (comportamento inibitório) compromete 
o controle pelo desejo da droga, resultando no consumo compulsivo. Bem como, a 
autoconsciência alterada, interfere no reconhecimento de que o uso da droga é uma 
doença e precisa de tratamento. Por fim, todas essas mudanças comprometem 
profundamente a função social do indivíduo (VOLKOW et al., 2012) 
 
1.3 Alterações moleculares envolvidas na dependência química 
 
O uso de drogas aditivas tem sido associado à alteração da expressão gênica no 
cérebro, resultando em mudanças de longo prazo nas sinapses, nos circuitos 
neurais, bem como consequentes alterações neuroadaptativas e comportamentais, 
promovendo a tolerância e o aumento do comportamento de busca pela droga, que 
podem estar subjacentes ao desenvolvimento e manutenção da dependência 
química (GUJEWSKI et al., 2016; SCHMIDT; MCGINTY; WEST, 2013; NESTLER, 
2008). 
 
Substâncias químicas (cocaína, álcool, morfina, canabinóides e outros) ou atividades 
gratificantes (ex.: jogos, sexo)  são conhecidas por ativar o circuito de recompensa 
no cérebro, ou seja, ativação de neurônios dopaminérgicos da área tegmental 
ventral (AVT) do mesencéfalo e suas projeções para o sistema límbico: núcleo 
accumbens, estriado dorsal, amigdala, hipocampo e cortex pré-frontal (ROBISON; 
NESTLER, 2011).  
 
Segundo Nestler (2012), a ativação da droga em receptores do circuito de 
recompensa ativa sinapses excitatórias, aumentando a permeabilidade de canais de 
cálcio e ativando segundos mensageiros no meio intracelular desses neurônios. 
Estes segundos mensageiros alcançam o núcleo, ativando a transcrição da proteína 
de ligação em resposta ao AMPc (CREB) em curto tempo de exposição ao 
psicoestimulante. A ativação de CREB aumentada, ativa a transcrição de outros 
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genes como fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), dinorfinas (opiódes 
endógenos) e família Fos, como o FosB. As alterações nos níveis de transcrição 
desses genes iniciam e desenvolvem o estado de dependência (Fig. 1). 
 
 
 
 
Figura 1: Ações transcripcionais das drogas de abuso. Embora as drogas tenham 
seus alvos proteicos imediatos, à longo prazo, esses efeitos são regulados por 
segundos mensageiros ativados no interior dos neurônios. No núcleo, a regulação 
de genes específicos ativados pela droga, levam à comportamentos anormais que 
caracterizam a dependência (NESTLER, 2012). 
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Não há, no entanto, nenhum estudo em humanos que tenha investigado se essas 
mudanças neuronais desenvolvidas na dependência podem ser medidas a nível 
molecular. Assim, considerando a hipótese de que os linfócitos presentes no sangue 
periférico serviriam como “sondas” que reproduzem as alterações da expressão 
gênica observadas nos circuitos neurais (VOUSOOGHI et al., 2015) este trabalho 
propõe-se a investigar a expressão gênica de genes-alvos no desenvolvimento e 
manutenção do estado de dependência em pacientes internados para o tratamento 
da dependência química.  
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2 Fundamentação Teórica 
 
2.1 Alvos moleculares envolvidos na dependência química 
 
O “estado de dependência” é uma condição mental que possui um componente 
genético associado ao contexto psicológico/social do indivíduo no momento da 
exposição à droga (ROBISON; NESTLER, 2011).  
 
O longo tempo de exposição à droga, faz com que mecanismos de regulação 
epigenéticos ocorram influenciados pela substância, promovendo alterações nos 
circuitos de recompensa cerebral, especialmente neurônios dopaminérgicos e suas 
projeções para o sistema límbico, altamente estimulado durante o uso de drogas 
(NESTLER, 2008). 
 
Tem-se relatado na literatura que substâncias psicoativas como cocaína, álcool, 
anfetaminas e outras, podem fosforilar proteínas reguladoras de transcrição como 
CREB e MeCP2 (do inglês, methyl CpG–binding protein 2). Uma vez fosforiladas, 
estas proteínas “liberam” sítio de transcrição do éxon IV da proteína BDNF, proteína 
capaz de promover alterações estruturais nos circuitos neuronais (Fig. 2). Ainda 
como efeito cascata dessas alterações moleculares após o uso de drogas, genes 
responsáveis por iniciar o ciclo celular como os da família Fos, especialmente o 
FosB, têm sua expressão alterada logo nas primeiras exposições à droga, podendo 
permanecer alterados por período indeterminado, além de promover repressão ou 
ativação de outros genes-alvos (NESTLER, 2008; NESTLER, 2012; MCCARTHY et 
al., 2012; MOST et al., 2014). 
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Figura 2: Alterações induzidas pela cocaína na expressão de BDNF na via 
dopaminérgica mesolímbica.  
A: A Ativação da expressão gênica induzida pela cocaína na região promotora do 
exon IV do BDNF é facilitada pela fosforilação de CREB e associação de CREB 
fosforilada com a proteína de ligação a CREB. Subsequentemente, a MeCP2 
fosforilada é dissociada do DNA metilado e as histonas tornam-se acetiladas, 
resultando em cromatina transcricionalmente ativa.  
B: Exemplo simplificado de alterações induzidas pela cocaína no BDNF e na 
sinapse dopaminérgica. A cocaína liga-se ao transportador de dopamina do terminal 
pré-sináptico dos neurônios dopaminérgicos, bloqueando a recaptação da dopamina  
aumentando a concentração do neurotransmissor na fenda sináptica. O aumento da 
liberação de BDNF dos neurônios dopaminérgicos da AVT (área tegmental ventral) 
tem sido associado ao comportamento de busca por drogas.  
C: A exposição repetida à cocaína leva ao aumento da expressão do BDNF na via 
mesolímbica. O BDNF é liberado dos neurônios dopaminérgicos da AVT (azul), dos 
neurônios glutamatérgicos do CPF (córtex pré-frontal) (vermelho) e dos neurônios 
GABAérgicos do NAc (núcleo accumbens) (laranja). Linhas coloridas representam o 
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transporte anterógrado de um tipo específico de célula e as linhas cinzas pontilhadas 
representam o transporte retrógrado do BDNF (MACCARTHY et al., 2012).  
 
Uma vez que a finalidade do uso de drogas é a estimulação de neurônios 
dopaminérgicos, principalmente localizados na AVT e suas projeções para o núcleo 
accumbens, amigdala e hipocampo (MCCARTHY et al., 2012), a análise do receptor 
de dopamina ligado à proteína G estimulante D5, foi sugerida como importante alvo 
neste trabalho. 
 
Os receptores dopaminérgicos D5 estão presentes, principalmente, no hipocampo e 
no tálamo. Além disso, esses receptores também são encontrados nos corpos 
celulares de neurônios dopaminérgicos na AVT (BUTTARELLI et al., 2011). 
 
Pesquisadores relatam que receptores do tipo D1 (D1-D5) ligados à proteína G 
estimulante, sejam componentes importantes na via de aprendizagem relacionada à 
recompensa mesolímbica (GOODARZI et al., 2009). 
 
Além disso, devido à grande afinidade (10 vezes maior) do receptor D5 pela 
dopamina, é coerente assumir que esses receptores possuem papel importante no 
desenvolvimento da dependência (VOOUSOOGHI et. al, 2015). 
 
2.1.2 Possíveis alterações epigenéticas geradas após exposição à drogas 
 
Epigenética literalmente significa “acima do genoma”, ou seja, modificações 
químicas do DNA e das histonas, promovendo mudanças na transcrição sem alterar 
a sequência do DNA (MCCARTHY et al., 2012). 
 
A modificação da cauda da histona (proteína chaperona que protege e enovela o 
DNA) consiste no processo de acetilação, ou seja, retirada da carga positiva da 
histona, liberando o material genético para a transcrição. Já o processo de metilação 
da histona, consiste em tornar essa proteína novamente positiva, reprimindo o gene 
que ela envolve. Essas alterações químicas ocorrem devido à exposição aguda à 
drogas e são sugeridas como responsáveis por alterar genes específicos envolvidos 
na dependência (NESTLER, 2008). 
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Neuroadaptações e alterações transcripcionais induzidas por drogas influenciam 
uma complexa rede regulatória que controla como e quando os mRNA sinápticos 
são traduzidos (MOST et al., 2014). 
 
As alterações transcripcionais podem ser transitórias ou persistentes, são reguladas 
à longo prazo e são críticas para as respostas adaptativas de um organismo 
subjacentes a várias modificações no comportamento, incluindo a dependência de 
drogas, e são influenciadas pelo aumento da síntese e liberação de BDNF 
(MCCARTHY et al., 2012). 
 
Embora os mecanismos subjacentes à dependência de drogas sejam complexos, há 
uma forte correlação entre exposição à drogas de abuso como cocaína, anfetamina, 
álcool e neuroadaptações no sistema dopaminérgico (MOST et al., 2014). Essas 
adaptações ocorrem devido a tais compostos psicoestimulantes interferirem na 
sinalização dopaminérgica, elevando os níveis de dopamina na sinapse. A 
administração repetida de drogas pode causar mudanças permanentes nos níveis 
de dopamina, bem como alterações transitórias ou permanentes na expressão do 
BDNF, implicando em alterações neuronais de longa duração induzida por drogas 
(MCCARTHEY et al., 2012). 
 
As alterações moleculares à nível de expressão gênica observadas durante o estado 
de dependência química e que são subjacentes às alterações nos circuitos 
neuronais, podem refletir na mudança do comportamento observados nos quadros 
de dependência química, sendo assim, alvo do presente estudo. 
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3 Objetivos 
 
3.1 Objetivo geral 
 
Investigar os níveis de expressão gênica de genes-alvos no estado de dependência 
química FosB, BDNF e DRD5 em sangue periférico de indivíduos internados para o 
tratamento da dependência de drogas, comprovando a possível relação entre as 
alterações moleculares determinantes no processo de dependência que ocorrem no 
sistema nervoso central e as alterações observadas em linfócitos como “sondas” que 
evidenciam esses processos à nível periférico. 
 
3.1.2 Objetivos específicos 
 
• Comparar os níveis de expressão dos genes FosB, BDNF e DRD5 em 
sangue periférico de dependentes químicos internados para o tratamento da 
dependência e controles não-usuários pareados pelas características sócio-
demográfica. 
 
• Avaliar se os níveis de expressão gênica observados possuem correlação 
com o estado clínico de dependência química mensurados por testes 
cognitivos. 
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4 Metodologia 
 
4.1 Critérios de elegibilidade 
 
Foram incluídos participantes de ambos os gêneros entre 18 e 75 anos que estavam 
internados no Hospital da Polícia Militar do Estado do Espírito Santo e apresentavam 
diagnóstico de dependência de crack-cocaína (grupo CUD de cocaine use disorder) 
ou de álcool (grupo AUD de alcohol use disorder) de acordo com os critérios do 
Manual de Estatística e Diagnóstico de transtornos Mentais (Diagnostic and Statistic 
Manual of Mental Disorders - DSM-5 (anexo I); estavam em abstinência em um 
intervalo mínimo de 24 horas e no máximo 90 dias podendo fazer uso de nicotina 
e/ou cafeína e encontravam-se estáveis.  Além disto, os pacientes deveriam ser 
capazes de ler, escrever, bem como assinarem termo de consentimento livre e 
esclarecido (anexo II/III) aceitando a inclusão no projeto de pesquisa e doação de 5 
ml de sangue periférico usado nas análises de expressão gênica.  
 
Também foram incluídos no estudo indivíduos saudáveis que não apresentavam 
história e/ou critérios para o diagnóstico de dependência química ou outros 
transtornos mentais, portanto, não sendo usuários e/ou dependentes químicos ou 
apresentando desordens neuropsiquiátricas, pareados pelas características sócio-
demográficas (idade, gênero, escolaridade, nível sócio-econômico, etc.) que foram 
utilizados como controles (grupo CONT) para os testes de expressão gênica. 
 
4.1.2 Testes cognitivos 
 
Os participantes incluídos no estudo passaram por avaliação clínica psiquiátrica 
prévia conferindo o critério para diagnóstico da dependência química, por uma 
entrevista estruturada para coletar as informações sócio-demográficas e padrões de 
uso das substâncias e avaliação cognitiva breve mediante aplicação de uma bateria 
de avaliação da função frontal e o mini-exame do estado mental. 
 
A FAB (The Frontal Assessment Battery) avalia seis diferentes domínios de função 
executiva: conceitualização, flexibilidade mental, programação motora, sensibilidade 
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à interferência, controle inibitório e autonomia (anexo IV) (CUNHAS; NOVAES, 
2004). Cada item é pontuado de zero a três, totalizando uma soma de dezoito 
pontos para a pontuação máxima.  
 
Para rastreio do estado mental do indivíduo foi usado a escala cognitiva do Mini-
exame do estado mental - MMSE do original Mini-Mental Status Examination. Esta 
escala avalia pelo menos cinco funções cognitivas: orientação, registro, atenção e 
cálculo, evocação e linguagem (anexo V) (BERTOLICCI et al., 1994).  
 
Os indivíduos saudáveis que aceitaram ser incluídos no estudo também realizaram 
os testes cognitivos descritos acima, além de assinarem o termo de consentimento 
de forma similar aos indivíduos dependentes. 
 
Para avaliação clínica específica dos pacientes alcoolistas e usuários de crack-
cocaína, foi realizado um exame que avalia o desejo intenso (craving) pela droga e, 
tanto para alcoolistas quanto para os CUD, foram aplicadas escalas que avaliaram 
os níveis de depressão e ansiedade.  
 
O craving foi pontuado com uma escala breve composta de 5 itens (1, 2, 4, 5 e 13) 
adaptada da Escala de Beber Obsessivo-Compulsivo (OCDS) (ANTON et al., 1995; 
ANTON et al., 1996; ANTON, 2000) para AUD, e da Escala de Cocaína Obessivo-
Compulsivo (OCCS) (VORSPAN et al., 2012) para CUD, que avalia o desejo pela 
droga em um sentido restrito de acordo com De Wildt et al. (2005). As questões 
desta escala breve são respondidas em uma escala que varia de 0 a 4, resultando 
em uma pontuação total entre 0 e 20. 
 
A gravidade dos sintomas de depressão foi analisada por um questionário de 
múltipla escolha (Escala de HAM-D). Este instrumento avalia a gravidade dos 
sintomas de depressão, como baixo humor, insônia, agitação, ansiedade e perda de 
peso (Hamilton, 1960). O examinador deve escolher entre as respostas possíveis 
para cada questão entrevistando o paciente e observando os sintomas do paciente. 
Cada questão tem entre 3 e 5 possíveis respostas que aumentam em gravidade. Na 
escala original, as primeiras 17 questões contribuem para a pontuação total, 
enquanto as questões 18 a 21 fornecem informações adicionais sobre depressão 
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(por exemplo, variação diurna, sintomas paranóides), mas não são incluídas na 
pontuação total da escala. 
 
O nível dos sintomas de ansiedade foram avaliados por meio de um questionário 
estruturado de múltipla escolha (Escala de HAM-A) (Hamilton, 1959). A escala 
consiste em 14 itens, cada um deles definido por uma série de sintomas, e mede 
tanto a ansiedade psíquica (por exemplo, agitação mental e angústia psicológica) 
quanto a ansiedade somática (por exemplo, queixas físicas relacionadas à 
ansiedade). 
 
4.2 Coleta de sangue 
 
Foram coletados 5 ml de sangue periférico por punção venosa em seringas estéreis 
de 10 ml e agulhas estéreis de 27 milímetros de espessura. Após a punção, o 
sangue foi introduzido em tubo contendo o anticoagulante EDTA (Ethylenediamine 
tetraacetic acid) e mantido em temperatura ambiente e recipiente adequado até a 
chegada no laboratório para extração de RNA. O tempo entre a coleta e o processo 
de extração de RNA não foi superior a 2 horas. 
 
4.3 Extração de RNA e síntese de cDNA 
 
A extração de RNA total a partir de sangue foi feita pelo método de colunas (Fig.3), 
utilizando o Qiamp Blood RNA Mini Kit (Cat. No. 52304, Qiagen, Alemanha) e 
seguido protocolo disponibilizado pelo fabricante. Após a extração, o RNA foi eluído 
em água livre de RNAse armazenado em freezer a -80 ºC.  
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Figura 3: Ilustração do método de extração de RNA total em colunas fornecido pelo 
fabricante (Cat. No. 52304, Qiagen, Alemanha). 
 
Posteriormente, o RNA total foi quantificado por espectrofotometria (NanoDrop 2000 
Thermo Fisher Cientific, EUA) para averiguar quantidade de material extraído. Em 
seguida, 400 nanogramas de RNA total foram utilizados para a transcrição reversa 
(RT) utilizando-se o RT2 First Strand Kit (Cat. No. 330404, Qiagen, Alemanha). O 
total de cDNA sintetizado após o processo de RT foi diluído em 1:3 em água livre de 
RNAse própria do kit e armazenado em freezer a -20 ºC. 
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4.4 Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real – RT-PCR 
 
Para avaliação dos níveis de expressão gênica foi utilizada a técnica de RT-PCR, na 
qual foram utilizadas três amostras de cDNA (tréplicas biológicas) do mesmo 
indivíduo para cada reação. O método de detecção da amplificação das regiões de 
interesse utlizado foi o RT2 SYBR Green ROX FAST Mastermix (Cat. No. 330620, 
Qiagen, Alemanha) e ABI PRISM 7500 Sequence Detection Systems (Applied 
Biosystems, EUA). 
 
A quantidade de mix de RT-PCR utilizado para cada um dos poços das reações foi 
de 5 µl; 2,6 µl de água estéril; 0,4 µl de primer personalizado e 2 µl de cDNA diluído 
de cada paciente em tréplicas. 
 
Em todas as reações foi utilizado o primer para gene housekeeping ou de referência 
o da βActin (NM_001101.3, Qiagen, Alemanha), seguido do primer do gene de 
interesse FosB (NM_006732.2, Qiagen, Alemanha), BDNF (NM_001709.4, Qiagen, 
Alemanha) e DRD5 (NM_000798.4, Qiagen, Alemanha). A média dos valores CT 
(Cycle Threshold, Fig. 4) entre o gene housekeeping e o gene de interesse para 
cada grupo (dependentes e controles), foram utilizadas para a quantificação relativa 
da expressão gênica. 
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Figura 4: Ilustração do valor de CT, correspondente ao número de ciclos da RT-
PCR que são necessários para que a quantidade de cDNA das amostras rompa o 
limiar de detecção da fluorescência (Adaptado de NOLAN et al., 2006). 
 
4.5 Análise estatística 
 
Para a comparação da idade entre os grupos CONT, CUD e AUD foi empregada 
uma análise de variância (ANOVA), e as comparações de outras características 
sociodemográficas (gênero, escolaridade, estado civil, situação trabalhista e uso de 
tabaco) foram feitas por testes não-paramétricos (Qui-quadrado).  
 
As diferenças de expressão relativa observadas entre o grupo controle e os grupos 
dependentes foram obtidas utilizando a média dos valores de CT de cada grupo, 
usando como gene de referência a βActina, além dos genes-alvos FosB, BDNF e 
DRD5.  Em seguida, fez-se o cálculo de fold-change como proposto por Schmittgen 
e Livak (2008):   
2-ΔCTdepend / 2-ΔCT control  
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O resultado desse cálculo evidencia quantas vezes o gene em estudo está expresso 
em relação ao gene normalizador ou de referência. Entretanto, caso a média do CT 
no grupo controle seja menor do que a observada no grupo tratamento ou, no caso, 
dependentes, significa que o valor encontrado do fold-change é negativo, 
representando uma redução da expressão gênica (SCHMITTGEN e LIVAK, 2008). 
 
A proporção dos valores de CT dos genes de FosB, BDNF e DRD5 sobre o CT do 
gene de referência Beta-Actina (Act) (FosB/Act, BDNF/Act e DRD5/Act) foi 
convertida em logaritmo na base 10 (Log FosB/Act, Log BDNF/Act e Log DRD5/Act) 
de acordo com Yamada et al. (2013) para cada sujeito para as análises da 
expressão do mRNA destes genes entre os grupos. Estes dados foram 
representados pela média e erro padrão da média (e.p.m.).  
 
Assim, para a comparação dos Logs FosB/Act, BDNF/Act e DRD5/Act entre os 
grupos CONT, CUD e AUD, foi empregada uma análise de covariância (ANCOVA) 
tendo idade e uso de tabaco como covariáveis (SULLIVAN et al., 2001), visto que 
estas variáveis poderiam influenciar na expressão dos genes, mesmo que estas 
variáveis não tenham se diferenciado entre os grupos. 
 
Para a verificação de uma possível associação do desempenho executivo (FAB) e 
cognitivo global (MMSE) e os genes pesquisados, foram realizadas análises de 
regressão múltipla corrigidas pela idade e escolaridade, visto que estas variáveis 
poderiam influenciar o desempenho cognitivo (CRUM et al., 1993) tendo os escores 
da FAB e do MMSE como potenciais preditores dos Logs FosB/Act, BDNF/Act e 
DRD5/Act como variáveis dependentes analisados individualmente. Para estas 
análises foram introduzidos todos os sujeitos envolvidos no estudo. 
 
Adicionalmente, os tamanhos de efeito foram calculados usando Cohen d porém 
corrigido para amostra populacional por Hedge gs (LAKENS, 2013) para comparação 
entre amostras independentes (teste t não-pareado) dos valores dos Logs FosB/Act, 
BDNF/Act e DRD5/Act. 
 
Em todas as análises foi empregado um nível de significância para p < 0,05. O 
SPSS Statistics Base 24.0 (SPSS Inc, EUA) e o GraphPad Prism 7.0 (GraphPad 
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Software Inc, EUA) foram utilizados para análise estatística e apresentações 
gráficas, respectivamente. 
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5 Resultados 
 
5.1 Características sociodemográficas dos sujeitos  
 
O grupo CONT apresentou uma média de idade aproximadamente 5 anos acima dos 
grupos CUD e AUD, mas a ANOVA não encontrou diferença significante na 
comparação entre os grupos (Tab. 1). O grupo AUD teve uma maior proporção de 
mulheres, porém esse dado não foi estatisticamente significante na comparação 
entre os grupos. Além disso, os grupos AUD e CUD apresentou uma maior 
proporção de tabagistas, entretanto, na comparação entre os grupos, essa diferença 
não foi significante. Assim, os grupos CONT, AUD, CUD apresentaram bom 
pareamento para idade, gênero e uso de tabaco.  
 
Entretanto, as outras características sociodemográficas como a escolaridade, 
situação trabalhista e estado civil, não foram equivalentes entre os grupos (Tab. 1). 
 
De um modo geral, a maior parte dos grupos deste estudo foi constituída por 
indivíduos de boa a elevada escolaridade. A escolaridade mensurada por anos de 
estudo foi diferente entre os grupos (p < 0,05), possivelmente, em decorrência da 
maior proporção de pacientes com escolaridade de grau médio no grupo AUD em 
contraste com a maior proporção de indivíduos com maior grau de escolaridade nos 
grupos CONT e CUD. 
 
A situação trabalhista foi significativamente diferente entre os grupos (p < 0,001) em 
função da maior proporção de desemprego e trabalho informal em contraste com a 
menor proporção de trabalho formal nos grupos CUD e AUD. 
 
Houve, ainda, diferença significante quanto ao estado civil (p < 0,01) visto que houve 
uma maior proporção de sujeitos casados ou em união estável nos grupos CONT e 
AUD, diferentemente de boa parte do grupo CUD, que foi constituída por pacientes 
que eram solteiros ou viúvos.  
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Estas diferenças poderiam ser esperadas na população de dependentes de crack-
cocaína e álcool como consequências social e comportamental usualmente 
encontradas nos transtornos do uso de substâncias. 
 
Com relação aos padrões do uso de drogas, os pacientes que constituíram os 
grupos CUD e AUD e que se encontravam internados em um hospital público para o 
tratamento da dependência química, apresentaram um uso bastante elevado de 
álcool (doses/dia) e de crack-cocaína (pedras/dia) (Tab.1). 
 
Neste estudo, os pacientes dos grupos CUD e AUD não apresentaram desempenho 
executivo (FAB) e cognitivo global (MMSE) diferente do grupo CONT. Dessa forma, 
os grupos deste trabalho também foram pareados pelo desempenho cognitivo. 
 
As pontuações para avaliar depressão (HAM-D) estiveram dentro da faixa 
considerada normal e as da escala de ansiedade (HAM-A) indicaram sintomas de 
leve a moderados em ambos os grupos CUD e AUD. Infelizmente, estas escalas não 
foram aplicadas no grupo CONT. 
 
As pontuações do craving mensuradas pelos 5 itens das escalas OCDS para o 
álcool ou OCCS para o crack-cocaína, foram de leve a moderada intensidade em 
ambos transtornos do uso de substâncias. As médias das pontuações nestas 
escalas foram similares às encontradas em estudos prévios (KLAUSS et al., 2014; 
BATISTA et al., 2015). 
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Tabela 1 – Características sociodemográficas dos controles saudáveis (CONT, n = 
12), usuários de crack (CUD, n = 10) e alcoolistas (AUD, n = 12).  
 
 Grupos   
 CONT 
(n = 12) 
CUD 
(n = 10) 
AUD 
(n = 12) 
 p valor 
Características sociodemográficas 
Idade [média (DP)] 47,9 
(11,2) 
42,5 (12,4) 42,3 (9,0) F(2,33) = 
1,0 
0,38 
Gênero n (%) Masculino 
Feminino 
8 (66,7%) 
4 (33,3%) 
8 (80,0 %) 
2 (20,0%) 
5 (41,7 %) 
7 (58,3 %) 
X2 = 3,58 0,17 
Anos de educação 
     n (%) 
> 5  
< 6 > 9 
< 10 > 13  
> 13 
2 (16,7%) 
3 (25,0 %) 
1 (8,3%) 
6 (50%) 
0 (0,0%) 
2 (20,0%) 
3 (30,0%)  
5 (50,0%) 
2 (16,7%) 
0 (0,0%) 
8 (66,7%) 
2 (16,7%)  
X2 = 12,64 
 
0,049* 
 
Situação trabalhista 
     n (%) 
Trabalho formal 
Servidor público 
Trabalho 
informal 
Desempregado 
Trabalho 
Intermitente 
Contrato 
temporário 
Aposentado 
5 (41,7%) 
2 (16,7%) 
0 (0,0%) 
0 (0,0%) 
0 (0,0%) 
4 (33,3%) 
1 (8,3%) 
1 (10,0%) 
0 (0,0%)  
1 (10,0%)  
4 (40,0%) 
4 (40,0%) 
0 (0,0%) 
0 (0,0%)  
1 (8,3%) 
0 (0,0%)  
0 (0,0%)  
9 (75,0%)  
1 (8,3%)  
0 (0,0%) 
1 (8,3%) 
X2 = 33,53 
 
0,001*** 
 
 
Estado Civil 
       n (%) 
Solteiro 
Casado ou 
união estável 
Divorciado 
Viúvo 
Não declarado 
2 (16,7%) 
 
10 
(83,3%) 
0 (0,0%) 
0 (0,0%) 
0 (0,0%) 
3 (33,3%) 
 
1 (10,0%)  
2 (22,2%)  
3 (33,3%)  
1 (11,1%)  
5 (41,7%)  
 
6 (50,0%)  
0 (0,0%)  
0 (0,0%)  
1 (8,3%) 
X2 = 20,3 
 
0,009** 
 
Padrão de uso de drogas 
Quantidade de uso (diária) 
 
Idade de início do uso de drogas 
(anos) 
0 (0,0) 
 
- 
14,8 (6,9) 
pedras/dia 
33,4 (9,1) 
23,9 (17,0) 
drinks/dia 
16,6 (5,0) 
  
Uso de Tabacoa 
 
Sim  
Não 
2 (16,7%) 
10 (83,3%) 
5 (55,6%) 
4 (44,4%) 
6 (50,0%) 
6 (50,5%) 
X2 = 4,15 0,126 
Exame Clínico      
FABb 
MMSEb 
HAM-Dc 
HAM-Ac 
Craving scoresc 
 
13,3 (3,1) 
28,0 (2,5) 
 
14,1 (2,7) 
28,3 (2,1) 
6,5 (2,9) 
10,3 (8,4)  
5,5 (5,6) 
 
12,1 (2,8) 
27,5 (3,6) 
4,3 (1,7) 
9,3 (8,3) 
6,6 (5,8) 
 
F(2,33)=1,3
7 
F(2,33)=0,2
3 
 
0,27 
0,80 
 
Escores de Craving = 5-itens de OCDS/OCCS, FAB = Frontal Assessment Battery, MMSE = Mini-
mental Status Examination, HAM-D = Hamilton Depression, HAM-A = Hamilton Anxiety. a = dados de 
um sujeito do grupo CUD estava faltando,  b = dados de dois sujeitos do grupo CUD estavam faltando 
e foram imputados por regressão linear, c = dados de quatro sujeitos do grupo CUD e AUD estavam 
faltando e não foram imputados. *p < 0,05, ** p < 0,01, *** = 0,001. 
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5.2 Análise da expressão relativa para o gene FosB em pacientes usuários de 
crack, álcool e controles  
 
A expressão de mRNA de FosB foi reduzida, com valor de fold-change de -1,15 nos 
indivíduos CUD e -2,17 nos AUD (Tab. 2). Os sinais negativos no resultado do 
cálculo de fold-change são devido ao ΔCT do grupo controle ter sido menor do que 
os grupos AUD e CUD, indicando que a expressão gênica sofreu redução, seguindo 
orientações para os cálculos de fold de SCHIMITIGEN e LIVAK (2008), ou seja,  
-1/fold-chenge calculado para encontrar quantas vezes houve a redução.  
 
Tabela 2 – Expressão de FosB de indivíduos controles (CONT, n = 12), usuários de 
crack (CUD, n = 10) e alcoolistas (AUD, n = 12). 
Expressão de FosB  Grupos 
CONT 
(n = 12) 
CUD 
(n = 10) 
AUD 
(n = 12) 
Fold change e valores de CT 
Média CT Beta-Actina 17,03 17,03 16,44 
 FosB 25,14 25,34 25,66 
ΔCT  25,14 -17,03 = 8,11 25,34 -17,03 = 8,31 25,66 -16,44 = 9,22 
Fold change   -1,15 -2,17 
 
Apesar das médias do Log FosB/Act dos grupos CUA e AUD terem sido 
discretamente maiores quando comparadas ao grupo controle, a ANCOVA, tendo 
idade e uso de tabaco como covariáveis, não apresentou diferenças estatisticamente 
significantes [F(2,33) = 0,69; p = 0,51; R2 = 0,047] (Fig. 4). O tamanho de efeito gs de 
Hedge para duas amostras independentes foi de 0,66 para o CUD (CONT = 0,173 ± 
0,035; CUD = 0,196 ± 0,056) e de 0,30 para o grupo AUD (CONT= 0,173 ± 0,035; 
AUD = 0,185 ± 0,052) quando os Logs FosB/Act dos grupos CUD e AUD foram 
comparados aos controles separadamente.  
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Figura 4: Média dos valores de CT em Log para o gene FosB em pacientes usuários 
de crack (n=10), álcool (n=12) e controles (n=12).  
 
5.2.1 Associação da expressão do gene FosB com os testes cognitivos em 
todos sujeitos 
 
Os escores da FAB ou do MMSE não se mostraram associados ao Log FosB/Act 
pela análise de regressão múltipla corrigida pela idade e escolaridade (Fig. 5).  
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Figura 5: Regressão linear da associação entre os escores do teste FAB e a 
expressão do gene FosB. 
 
5.3 Análise da expressão relativa para o gene BDNF em pacientes usuários de 
crack, álcool e controles 
 
A expressão de mRNA de BDNF no grupo CUD foi de 2,25 fold-change e no grupo 
AUD foi de 2,0 fold-change. Neste caso, como o valor do ΔCT do grupo CONT foi 
maior do que os valores de ΔCT dos grupos AUD e CUD, houve um aumento na 
expressão de BDNF em ambos grupos de pacientes AUD e CUD (Tab. 3). 
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Tabela 3 – Expressão de BDNF de indivíduos controles (CONT, n = 11), usuários de 
crack (CUD, n = 10) e alcoolistas (AUD, n = 12). 
Expressão de BDNF  Grupos 
CONT 
(n = 11) 
CUD 
(n = 10) 
AUD 
(n = 12) 
Fold change e valores de CT 
Média CT Beta-Actina 15,66 16,11 17,04 
 BDNF 32,51 31,85 32,32 
ΔCT  32,51-15,66 = 
16.85 
31,85-16,11 = 
15,74 
 
32,32-17,04 = 
15,28 
Fold change   2,25 2 
 
As médias do Log BDNF/Act dos grupos CUA e AUD foram menores comparados ao 
CONT. Entretanto a ANCOVA não encontrou uma diferença estatisticamente 
significante na comparação entre os grupos [F(2,32) = 0,78; p = 0,47; R2 = 0,054] 
(Fig. 6). O tamanho de efeito gs de Hedge para duas amostras independentes foi de 
0,36 para o CUD (CONT = 0,298 ± 0,051; CUD = 0,270 ± 0,080) e de 0,35 para o 
grupo AUD (CONT = 0,298 ± 0,051; AUD = 0,276 ± 0,072) quando os Logs 
BDNF/Act dos grupos CUD e AUD foram comparados aos controles separadamente. 
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Figura 6: Média dos valores de CT em Log para o gene BDNF em pacientes 
usuários de crack (n=10), álcool (n=12) e controles (n=10-11).  
 
5.3.1 Associação da expressão do gene BDNF com testes cognitivos em todos 
sujeitos 
 
Na análise de regressão múltipla tendo idade e escolaridade como covariáveis, 
sendo o Log BDNF/Act a variável dependente e os escores da FAB e MMSE as 
variáveis independentes incluindo todos os sujeitos deste estudo, os escores da FAB 
foram responsáveis por 17,6% da variância dos valores do Log BDNF/Act, F(2,32) = 
3,276; p = 0,035, R2 ajustado = 0,176; IC 95% [0,002; 0,023]. A FAB apresentou 
correlação significativa de ordem zero (r = 0,499, β = 0,56) com o Log BDNF/Act, 
apresentando efeito parcial significante (p = 0,002) no modelo completo (Fig. 7). Os 
escores do MMSE não se mostrou associado ao Log BDNF/Act.  
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Figura 7: Regressão linear da associação entre os escores do teste FAB e a 
expressão do gene BDNF. **p = 0,002 
 
5.4 Análise da expressão relativa para o gene DRD5 em pacientes usuários de 
crack, álcool e controles 
 
A expressão de mRNA de DRD5 foi aumentada nos grupos AUD e CUD, com valor 
de fold-change de 2,22 em ambos grupos (Tab. 4). 
 
Tabela 4 – Expressão de DRD5 de indivíduos controles (CONT, n = 12), usuários de 
crack (CUD, n = 9) e alcoolistas (AUD, n = 11). 
Expressão de DRD5  Grupos 
CONT 
(n = 12) 
CUD 
(n = 10) 
AUD 
(n = 11) 
Fold change e valores de Ct 
Média CT Beta-Actina 14,79 15,62 15,88 
 DRD5 31,53 30,97 31,28 
ΔCT  31,53-14,79 =  
16,74 
30,97-15,62 = 
15,35 
31,28-15,88 =  
15,4 
 
Fold change   2,22 2,22 
 
 
 
	   41	  
As médias do Log DRD5/Act dos grupos CUA e AUD discretamente menores 
comparado ao grupo controle, porém a ANCOVA, tendo idade e uso de tabaco como 
covariáveis, não encontrou diferenças estatisticamente significantes [F(2,31) = 0,77; 
p = 0,47; R2 = 0,056] (Fig. 8). O tamanho de efeito gs de Hedge para duas amostras 
independentes foi de 0,26 para o CUD (CONT = 0,297 ± 0,089; CUD = 0,266 ± 
0,101) e de 0,26 para o grupo AUD (CONT = 0,297 ± 0,089; AUD = 0,274 ± 0,083) 
quando os Logs DRD5/Act dos grupos CUD e AUD foram comparados aos controles 
separadamente.  
 
 
 
Figura 8: Média dos valores de CT em Log para o gene DRD5 em pacientes 
usuários de crack (n = 9) álcool (n = 11) e controles (n = 12).  
 
5.4.1 Associação da expressão do gene DRD5 com testes cognitivos em todos 
sujeitos 
 
Os escores da FAB ou do MMSE não se mostraram associados ao Log DRD5/Act 
pela análise de regressão múltipla corrigida pela idade e escolaridade (Fig. 9).  
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Figura 9: Regressão linear da associação entre os escores do teste FAB e a 
expressão do gene DRD5.  
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6 Discussão 
 
Os dados sociodemográficos dos sujeitos estudados (controles, usuários de crack e 
alcoolistas) estão em acordo com a literatura para cada um dos grupos analisados 
(BATISTA, et al., 2015; KLAUSS et al., 2014; KLAUSS et al., 2018; KLAUSS et al., 
2018).  
 
A média de idade dos grupos estudados variou de 42 a 48 anos, a maioria 
constituída por homens, exceto o grupos de alcoolistas, além disso, 50% ou mais 
dos dependentes eram tabagistas. Entretanto, não houveram diferenças nas 
comparações destas características entre os grupos. O desempenho executivo 
avaliado por um breve teste de rastreio foi equivalente entre os grupos e as 
pontuações encontradas são compatíveis com a escolaridade na população 
brasileira (BEATO et al., 2012). O desempenho cognitivo global avaliado pelo mini-
exame do estado mental também foi equivalente entre os grupos com pontuações 
semelhantes às encontradas em populações mundiais (CRUM et al., 1993). 
Portanto, os indivíduos que compuseram os grupos deste estudo, mostraram-se 
razoavelmente pareados por idade, gênero, uso de tabaco e desempenhos 
executivo e cognitivo global.  
 
Os indivíduos não foram pareados, entretanto, pela escolaridade, situação 
trabalhista e estado civil, sendo as diferenças encontradas relacionadas às 
consequências comportamentais e principalmente sociais, usualmente observadas 
nesta condição (TIFFANY et al., 2012). No entanto, os grupos de dependentes de 
crack-cocaína e de álcool deste estudo apresentaram bom nível de escolaridade 
(80-83% dos dependentes relataram acima de 10 anos de estudo), o que pode estar 
relacionado com o bom desempenho executivo e cognitivo global. 
 
Assim, os resultados das análises moleculares e desempenho cognitivo aqui 
apresentados, provavelmente, não tiveram influência da idade, gênero, uso de 
tabaco e escolaridade. Entretanto, estas variáveis foram consideradas como 
covariáveis em análises nas quais o fator dependente analisado teria alguma 
influência da idade e do uso de tabaco, como no caso da expressão gênica de FosB, 
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BDNF e DRD5, e da idade e escolaridade, no caso dos desempenhos executivo 
(FAB) e cognitivo global (MMSE). 
 
Com relação às análises moleculares feitas em sangue periférico, e os estudos das 
células mononucleares (linfócitos) presentes em sangue periférico tem sugerido que 
essas células funcionariam como “sonda” refletindo as mesmas mudanças 
moleculares que ocorrem no sistema nervoso central em doenças neuroinflamatórias 
e psiquiátricas, constituindo uma boa amostra biológica para análises moleculares in 
vivo que refletem o estado do indivíduo mais próximo da realidade (CENTOZONE; 
BATISTTINI; MACCARRONE, 2008; ROOFAZON et al., 2010; BUTTARELLI et al. 
2011).  
 
No entanto, não encontramos estudos na literatura que tenham realizado análises 
moleculares em sangue periférico, mais precisamente em linfócitos, em 
dependentes químicos. Com base nisso, nossos estudos tiveram como objetivo 
inicial a análise das possíveis alterações moleculares à nível de expressão gênica 
apresentadas em linfócitos de pacientes dependentes de crack e de álcool, 
comparados a indivíduos controles não-usuários de drogas. Foram analisadas as 
expressões gênicas do gene FosB, BDNF e DRD5. 
 
Com relação ao gene FosB, o cálculo de fold-change sobre as diferenças de CTs do 
FosB e Act (ΔCT) demonstrou uma redução de -1,15 no grupo CUD e de -2,17 no 
grupo AUD com relação do CONT, sugerindo ter ocorrido uma redução da 
expressão deste gene nos pacientes dependents de crack-cocaína e de álcool. 
 
É preciso ressaltar que na expressão gênica, maiores valores de CT refletem 
limiares de ciclo tardios, ou seja, o ciclo quantitativo no qual o mRNA do gene alvo é 
capturado, é tardio, significando que o número de cópias do cDNA é menor, 
consequentemente, há menor quantidade de mRNA na amostra pesquisada 
(SHIMITTGEN e LIVAK, 2008). Com base nisso, os valores maiores do Log 
FosB/Act observados nos grupos CUD e AUD refletem valores maiores de CT para 
captura do mRNA do FosB, e, por conseguinte, a menor expressão deste gene 
nestes grupos de pacientes. 
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Os valores gs de Hedge de 0,66 para CUD e de 0,30 para AUD do Log FosB/Act 
indicam, respectivamente, tamanhos de efeito médio e pequeno de acordo com 
Cohen (1992) nas comparações com o grupo CONT sugerindo que embora não 
tenham sido encontradas diferenças significantes na comparação estatística entre os 
grupos, nos tamanhos dos efeitos sobre os controles pode ser considerado de 
relevância clínica. Interessantemente, em uma interpretação adicional os efeitos 
clínicos indicam que a chance de um indivíduo do grupo CUD apresentar Log 
FosB/Act maior que o de um indivíduo do grupo controle é de, aproximadamente, 
64%, e de 50% para um indivíduo do grupo AUD.  
 
Estudos anteriores em roedores indicaram que a exposição crônica a drogas modula 
as regiões de recompensa do cérebro através do aumento de uma isoforma da 
proteína FosB (delta-FosB) medida diretamente em circuitos de recompensa 
(VIALOU et al., 2012). No presente estudo foi observado que os níveis de expressão 
de mRNA de FosB foram reduzidos no sangue periférico de pacientes CUD e AUD. 
Essa redução na expressão de mRNA de FosB pode refletir a exposição à drogas à 
longo prazo, já que há evidências experimentais de que o grau de indução do gene 
FosB dessensibiliza parcialmente com a exposição repetida à anfetamina (ALIBHAI 
et al., 2007).  
 
Além disso, Renthal et al. (2008) demonstraram que o acúmulo de delta-FosB após 
exposição crônica à anfetamina dessensibiliza a indução de mRNA de c-fos a 
repetidas exposições à drogas. 
 
Um recente estudo post-mortem mostrou que a expressão das isoformas de FosB foi 
regulada negativamente no hipocampo de pacientes dependentes (Gajewski et al., 
2016). Diferentemente, avaliamos a expressão do gene FosB in vivo em linfócitos.  
 
A análise da expressão gênica de BDNF apresentou valores de fold-change de 2,25 
para o grupo CUD e de 2,0 para o grupo AUD, respectivamente, revelando uma 
maior expressão desse gene nos pacientes dependentes de crack-cocaína e de 
álcool comparados aos controles não dependentes. 
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Neste caso, o oposto do que foi mencionado para o gene FosB deve ser 
considerado, ou seja, menores valores de CT, refletem limiares de ciclo menores, 
significando que o mRNA alvo presente na amostra analisada, possui maior 
quantidade de cópias. Com isso, os valores de Log BDNF/Act observados nos 
grupos CUD e AUD, apresentam valores menores de CT para a captura do gene 
BDNF, revelando a maior expressão deste gene nos grupos comparados ao CONT. 
 
A maior expressão do gene BDNF corresponderam a tamanhos de efeito gs de 
Hedge de 0,36 e 0,35 para os grupos CUD e AUD, respectivamente, na compração 
dos Logs BDNF/Act destes grupos comparados aos do grupo CONT, indicando um 
efeito de relevância clínica de pequena a média, de acordo com a convenção de 
Cohen (1992). Estes resultados evidenciam que, apesar de não haver diferença 
significativa na comparação dos Logs BDNF/Act entre os grupos, o aumento na 
expressão de mRNA de BDNF em pacientes com transtorno do uso de substâncias, 
é clinicamente relevante (SULLIVAN e FEINN, 2012). Adicionalmente, é possível 
sugerir que há uma chance de, aproximadamente, 60% para que um indivíduo do 
grupo CUD ou AUD apresente maior Log de BDNF/Act que um indivíduo controle.  
 
Não encontramos na literatura estudos que avaliaram a expressão gênica de BDNF 
em usuários de crack e alcoolistas como realizamos aqui. Entretanto, um único 
estudo feito com pacientes dependentes químicos internados para tratamento, 
evidenciou que os níveis séricos da proteína BNDF no período de abstinência foi 
maior nos pacientes comparados aos controles (HUANG et al., 2011). Esses dados 
corroboram nossos achados de aumento da expressão de mRNA de BDNF em 
usuários de crack e álcool. 
 
Em animais os estudos avaliando o envolvimento do BDNF com a dependência 
química, são mais evidentes. Grimm e colaboradores (2003) observaram um 
aumento na expressão da proteína BDNF nas estruturas mesolímbicas 90 dias após 
a retirada de auto-administração repetida de cocaína em ratos.  
 
Outros pesquisadores mostraram que, em experimentos com ratos experientes em 
cocaína, a infusão de BDNF na AVT ou NAc restabeleceu a busca por cocaína após 
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um período de abstinência e levou a mudanças duradouras no sistema 
dopaminérgico mesolímbico (HORGER et al., 1999; MCCARTHY et al., 2012).  
 
Com relação ao sistema dopaminérgico, no presente estudo investigamos a 
expressão do gene do receptor D5 da dopamina (DRD5) por ser este receptor um 
dos mais acessíveis no sangue periférico. 
 
Os fold-changes calculados sobre o ΔCT para o gene DRD5 foram de 2,2 para 
ambos os grupos CUD e AUD com relação ao grupo CONT, sugerindo um aumento 
da expressão deste gene nos pacientes com transtorno do uso de substâncias. 
Semelhantemente aos resultados do gene BDNF, os valores de Log DRD5/Act nos 
grupos CUD e AUD foram menores que o CONT, refletindo a maior expressão  do 
gene nestes grupos.  
 
O tamanho do efeito considerando o Log DRD5/Act foi de 0,26, considerado 
pequeno segundo a convenção de Cohen, para ambos grupos CUD e AUD quando 
comparados ao grupo CONT. De acordo com a interpretação alternativa deste dado, 
há uma chance de, aproximadamente, 57% para um indivíduo do grupo CUD ou 
AUD apresentar maiores valores de Log DRD5 comparado a um indivíduo do grupo 
CONT. 
 
O estudo de expressão gênica de receptores de dopamina em sangue periférico tem 
sido sugerido como um bom parâmentro que refletem as alterações na expressão de 
proteínas neuronais importantes em diversos circuitos cerebrais e que são 
condizentes com a situação psiquiátrica do indivíduo (BUTTARELLI et al., 2011). 
 
Goodarzi e colaboradores (2009) avaliaram a expressão de mRNA do receptor de 
dopamina D5 em linfócitos de indivíduos dependentes à opiáceos em tratamento e 
abstinentes à longo prazo. Esses pesquisadores observaram uma redução 
significativa na expressão de mRNA de DRD5 e associaram esses achados ao uso 
de metadona nesses pacientes, sugerindo um efeito normalizador do medicamento 
sobre a expressão gênica do receptor D5. 
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Semelhantemente, um estudo que analisou a expressão de mRNA dos receptores 
de dopamina (D1, D2, D5) em linfócitos de pacientes dependentes de jogos e 
encontrou valores reduzidos do mRNA DRD5.  
 
Contrariamente, nossos dados mostram um discreto aumento na expressão de 
mRNA DRD5 não significativo e com pequeno tamanho de efeito de acordo com o 
consenso de Cohen (1992). Tais resultados podem sugerir que as alterações nas 
vias dopaminérgicas mesolímbicas favorecidas pela elevação da expressão de 
BDNF após repetidas exposições à drogas (ANDERSON et al., 2017; MACCARTHY 
et al., 2012; MOST et al., 2014), podem induzir o aumento da expressão do receptor 
de dopamina D5. 
 
Apesar da possível relação com a dependência (VOUSOOGHI et al., 2015; 
GOODARZI et al., 2009), a função cerebral desse receptor D5 de dopamina ainda 
não é bem esclarecida devido à falta de antagonistas específicos a eles 
(BUTTARELLI et al., 2011). Portanto, esses achados de expressão gênica do DRD5 
aqui apresentados, precisam ser melhor elucidados em investigações adicionais. 
 
Embora este estudo não tenha ido além da etapa de transcrição de genes-alvos 
relacionados aos circuitos de recompensa cerebral e estado de dependência, outros 
trabalhos afirmam haver precisão e confiabilidade no uso de PCR em tempo real 
para estudos que visam correlacionar dados genéticos e distúrbios neurológicos 
(VOUSOOGHI et al., 2015; GOODARZI et al., 2009). 
 
Interessantemente, dos três genes aqui estudados, apenas os dados de expressão 
gênica de BDNF apresentou associação com o desempenho executivo mensurado 
pela FAB, e nenhum deles se mostrou associado ao desempenho cognitivo global 
mensurado pelo MMSE, considerando todos os indivíduos envolvidos neste estudo 
(CONT, AUD, CUD), mostrando não haver diferença estatisticamente significante na 
comparação do desempenho cognitivo entre os grupos.  
 
No modelo de regressão linear aplicada no estudo, o desempenho da FAB foi 
preditora positiva do Log BDNF/Act, evidenciando que o menor desempenho da FAB 
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estaria relacionado a um valor maior do Log BDNF/Act e, portanto, menor expressão 
do gene BDNF.  
 
Neste estudo observamos um aumento da expressão do gene BDNF nos pacientes 
com transtorno do uso de crack-cocaína e de álcool. Como houve uma associação 
significante, mas aparentemente negativa, entre o desempenho executivo e a 
expressão do gene BDNF, a maior expressão deste gene na dependência química 
pode ser resultante de uma resposta compensatória à ação do crack-cocaína ou do 
álcool no sistema nervoso central. Por outro lado, entretanto, poderia ser 
desfavorável para as funções executivas como é usualmente observado nesta 
condição (ZAGO-GOMES e NAKAMURA-PALACIOS, 2009; GOLDSTEIN e 
VOLKOW, 2012).  
 
Como o BDNF modula a plasticidade sináptica, o aumento da expressão desse gene 
após exposição à psicoestimulantes pode causar neuroadaptações que contribuem 
para o aumento da função dopaminérgica, aumento do comportamento de busca de 
drogas, craving, além de modular a aquisição de memória para os efeitos da droga 
(ROVARIS et al., 2017; MOST et al., 2014; MCCARTHY et al., 2012). 
 
A associação entre o teste das funções executivas (FAB) e a expressão do gene 
BDNF observada neste estudo não encontra correlatos na literatura e sugere que o 
aumento da expressão de BDNF nas regiões cerebrais de projeções das vias 
dopaminérgicas (onde há maior liberação de BDNF), como no córtex pré-frontal 
(MCCARTHY et al., 2012), pode prejudicar as funções executivas mensuradas pelo 
FAB.  
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7 Conclusão 
 
• Os níveis de expressão do genes-alvos envolvidos no estado de dependência 
química FosB, BDNF e DRD5  estão alterados em indivíduos dependentes de 
crack-cocaína e de álcool, evidenciando a possibilidade de mensuração dos 
níveis de expressão gênica em linfócitos do sangue periférico. 
 
• Foram encontrados níveis de expressão gênica reduzidos para o gene FosB 
tanto em pacientes alcoolistas quanto usuários de crack-cocaína. 
 
• Os níveis de expressão do mRNA de BDNF e DRD5 foram aumentados em 
pacientes alcoolistas e usuários de crack-cocaína 
 
• Houve associação significativa entre os escores do teste da função executiva 
FAB e o aumento do Log BDNF/Act correspondendo à redução da expressão 
do gene BDNF, sugerindo que a aplicação desse teste tem um potencial valor 
preditivo em relação à expressão gênica de BDNF. 
 
• Essas evidências corroboram e comprovam que os linfócitos do sangue 
periférico constituem uma boa amostra biológica que reflete as alterações 
moleculares à nível de expressão gênica observadas no sistema nervoso 
central, especialmente no circuito de recompensa em pacientes com 
transtorno do uso de substâncias.  
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8 Limitações do estudo e perspectivas futuras 
 
O estudo possui limitações nos valores de número amostral devido à rigidez dos 
critérios de inclusão para o estudo. Além disso, os pacientes internados no Hospital 
da Polícia Militar do Estado do Espírito Santo são passíveis de abandonar tanto o 
tratamento realizado internamente no hospital, quanto sua participação neste projeto 
de pesquisa, bem como se recusarem a doarem amostras de sangue. 
 
Outra limitação deve-se ao fato de que nem todas as amostras de sangue coletada 
dos pacientes possuíram quantidades de RNA total suficientes para prosseguimento 
da síntese de cDNA.  
 
Essas alterações moleculares compõem um quadro inicial e promissor que definem 
como estão os níveis de expressão gênica de moléculas importantes para o 
funcionamento da circuitaria de recompensa do sistema nervoso central na 
dependência química e se haveríam mudanças após tratamento. 
 
Este estudo exclusivamente realizado em amostra biológica humana não encontra, 
até o momento, correlatos na literatura. 
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Anexo III – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Controles) 
Termo	  de	  Consentimento	  Livre	  e	  Esclarecido	  (TCLE)	  Estas	   informações	   estão	   sendo	   fornecidas	   para	   sua	   participação	   voluntária	   no	   estudo	   denominado	  
“Testes	   Cognitivos	   Frontais,	   Potenciais	  Relacionados	   a	   Eventos	   sob	   a	   apresentação	   de	   estímulos	  
visuais,	  Estudos	  de	  Neuroimagem	  e	  da	  Expressão	  Gênica	  em	  jovens	  e	  adultos	  saudáveis”.	  
Objetivo	  do	  estudo	  
Neste	  estudo	  pretende-­‐se	  validar	  os	  testes	  cognitivos,	  a	  avaliação	  eletrofisiológica	  com	  old	  ball	  visual	  e	  exames	  
de	   neuroimagem	   sem	   contraste	   e	   em	   repouso,	   e	   análises	   moleculares	   da	   expressão	   gênica	   de	   fatores	   de	  
transcrição,	   neurotrofina	   e	   receptores	   de	   neurotransmissores	   em	   voluntários	   saudáveis	   para	   servirem	   de	  
parâmetros	  de	  comparação	  para	  pacientes	  alcoolistas,	  usuários	  de	  crack	  e	  adultos	  portadores	  do	  transtorno	  de	  
déficit	  de	  atenção	  e	  hiperatividade.	  	  
Procedimentos	  
Em	  sua	  visita	  ao	  laboratório	  de	  Ciências	  Cognitivas	  e	  Neuropsicofarmacologia	  do	  Programa	  de	  Pós-­‐Graduação	  
em	  Ciências	  Fisiológicas	  será	  feito	  um	  exame	  de	  registro	  de	  sua	  função	  cerebral	  enquanto	  você	  estiver	  vendo	  
algumas	   imagens	  relacionadas	  ou	  não	  ao	  uso	  de	  bebida	  alcoólica	  ou	  ao	  uso	  de	  crack,	  e	  no	  mesmo	  momento	  
sua	  atividade	  elétrica	  cerebral	  será	  sendo	  avaliada.	  A	  atividade	  elétrica	  será	  medida	  por	  meio	  de	  32	  eletrodos	  
distribuídos	  em	  sua	  cabeça,	  e	  estas	  informações	  serão	  passadas	  para	  um	  computador.	  	  Você	  irá	  realizar	  alguns	  
testes	   cognitivos	   em	   um	   computador	   e	   será	   solicitado	   a	   responder	   apertando	   um	   ou	   mais	   botões	   de	   um	  
joystick,	   no	   intuito	  de	   avaliar	   o	  número	  de	   acertos	   e	   a	   velocidade	   resposta	   frente	   a	  um	  estímulo	   visual.	   Em	  
seguida,	   você	   será	   encaminhado	  para	  o	   serviço	  de	  Radiologia	   do	  Hospital	  Universitário	  Cassiano	  Antônio	  de	  
Moraes	  (HUCAM)	  onde	  será	  feito	  um	  exame	  de	  ressonância	  magnética	  em	  sua	  cabeça	  sem	  uso	  de	  contraste	  e	  
em	  repouso	  durante	  aproximadamente	  20	  minutos.	  Serão	  coletados	  5	  ml	  de	   sangue	  periférico	  que,	   após	  a	  coleta,	  serão	  processados	  para	  extração	  do	  RNA	  total	  presente	  em	  linfócitos	  no	  prazo	  máximo	  de	  3	  h.	  Esse	  material	  genético	  será	   imediatamente	  congelado	  em	  freezer	  -­‐80ºC	  para	  armazenamento	  até	  o	   início	  dos	  experimentos	  posteriores	  de	  síntese	  de	  cDNA	  e	  PCR-­‐RT.	  As	  amostras	  de	  RNA	  total	  serão	  armazenadas	  no	  Núcleo	   de	   Genética	   Humana	   e	   Molecular	   da	   UFES	   sob	   a	  responsabilidade	   da	   doutoranda	   Quézia	  Anders.	  Os	  voluntários	  ao	  assinarem	  o	  TCLE,	  tomarão	  conhecimento	  das	  análises	  moleculares	  que	  serão	  feitas	   e	   podem	   ter	   acesso	   aos	   resultados	   assim	   que	   estiverem	   prontos,	   bem	   como	   receberão	   toda	  orientação	   genética	   adequada	   e	   correspondente	   aos	   resultados	   obtidos	   nessa	   pesquisa	   e	   em	   possíveis	  pesquisas	   futuras.	   A	   qualquer	   momento,	   os	   participantes	   poderão	   solicitar	   a	   descontinuação	   de	   sua	  participação	  da	   pesquisa,	   declarando	  por	   escrito	   que	   suas	   amostras	   não	   poderão	   ser	   utilizadas	   e	   serão	  descartadas	  em	  descarte	  próprio	  para	  amostras	  biológicas,	  conforme	  regulamento	  da	  Anvisa.	  
	  
O	  responsável	  por	  este	  estudo	  é:	  Dra.	  Ester	  Miyuki	  Nakamura	  Palacios,	  CRM	  4746/ES.	  Se	  você	  tiver	  alguma	  consideração	  ou	  dúvida	  sobre	  ética	  em	  pesquisa,	  entre	  em	  contato	  com	  o	  Comitê	  de	  Ética	  em	  Pesquisa	  –	  situado	  no	  Centro	  de	  Ciências	  da	  Saúde	  da	  UFES.	  	  Todas	  as	   informações	  obtidas	   relativas	  a	   sua	  participação	  neste	  estudo	  serão	  analisadas,	  desta	   forma,	  a	  confidencialidade	  da	  sua	  participação.	  	  
Desta	  forma,	  acredito	  ter	  sido	  suficientemente	  informado	  a	  respeito	  das	  informações	  que	  li	  ou	  que	  
foram	   lidas	   para	   mim,	   descrevendo	   o	   estudo:	   “Testes	   Cognitivos	   Frontais,	   Potenciais	  
Relacionados	   a	   Eventos	   sob	   a	   apresentação	   de	   estímulos	   visuais	   e	   Estudos	   de	  
Neuroimagem	  em	  jovens	  e	  adultos	  saudáveis”.	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  _____________________________________________________	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Data:	  ___/___/_____	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   Assinatura	  do	  paciente/representante	  legal	  
Declaro	  que	  obtive	  de	   forma	  apropriada	  e	  voluntária	  o	  Consentimento	  Livre	  e	  Esclarecido	  deste	  paciente	  ou	  
representante	  legal	  para	  participação	  neste	  estudo.	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__________________________________________________	  	  	  
Dra.	  Ester	  Miyuki	  Nakamura	  Palacios	  CRM/ES	  4746	  	  	  
Médica	  responsável	  pelo	  estudo	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	   	  	  	  	  	  Data:	  ___/___/____	  
Obs.:	  Caso	  não	  seja	  possível	  contatar	  os	  médicos	  responsáveis	  pelo	  estudo,	  comunique	  o	  fato	  à	  Comissão	  de	  Ética	  em	  Pesquisa	  do	  Centro	  de	  Ciências	  da	  Saúde	  da	  Universidade	  Federal	  do	  Espírito	  Santo	  pelo	  telefone	  3335-­‐7211	  ou	  pelo	  e-­‐mail:	  	  cep.ufes@hotmail.com	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Anexo IV – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Pacientes) 
 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
Estas informações estão sendo fornecidas para sua participação voluntária no 
estudo denominado “Tratamento do Alcoolismo pela Neuromodulação Cognitiva 
Produzida pela Estimulação Transcraniana de Corrente Contínua Repetida sobre o 
Córtex Pré-Frontal Dorsolateral Esquerdo.” 
 
Objetivo do estudo 
Este estudo é para avaliar o tratamento de alcoolismo através da estimulação 
transcraniana de corrente contínua de baixa intensidade e verificar se ocorre 
mudanças nas funções frontais e de registro de potencial relacionado a eventos. 
Será realizado em alcoolistas atendidos no Programa de Atendimento ao 
Alcoolista do Hospital Universitário Cassiano Antônio Moraes, do Centro de 
Ciências da Saúde da Universidade Federal do Espírito Santo 
(PAA/HUCAM/CCS/UFES) e Centro de Atenção Psicossocial de Álcool e outras Drogas 
(CAPES-AD de Laranjeiras) classificados clinicamente em diferentes tipos 
dealcoolismo de acordo com a Tipologia de Lesch. 
 
Procedimentos 
Na sua consulta com o médico do Programa de Atendimento ao Alcoolista do 
Hospital das Clínicas da UFES você será avaliado e informado sobre o estudo. 
Você não é obrigado a participar do estudo. 
O seu atendimento no ambulatório será igual aos dos outros pacientes. 
Se você aceitar participar, você será encaminhado para o laboratório de 
Ciências Cognitivas e Neuropsicofarmacologia do Programa de Pós-Graduação em 
Ciências Fisiológicas onde fará um teste para avaliar a sua inteligência 
(função mental), capacidade de realizar tarefas (funções executivas) e memória. 
A seguir, será feito um exame de registro de sua função cerebral enquanto você 
estiver vendo algumas imagens relacionadas ou não ao uso de bebida alcoólica. 
Você será submetido a cinco sessões de estimulação elétrica de baixa 
intensidade (uma por dia por cinco dias consecutivos) na parte anterior de sua 
cabeça, ou uma simulação desta estimulação, sendo que você irá sentir uma 
sensação de coceira nos 5 segundos inicias e mais nada, não sentirá dor ou 
desconforto, A sessão de aplicação da estimulação elétrica de baixa intensidade 
dura cerca de 46minutos (13 minutos de estimulação seguida de 20 minutos de 
descanso e mais 13 minutos de estimulação) é de baixo risco. Em raros casos, 
pode produzir uma leve tontura. Feridas leves na pele no local da aplicação do 
estímulo são descritas apenas em aplicações repetidas (acima de 5 aplicações), 
o que não será o caso neste estudo. A aplicação desta estimulação cerebral não-
invasiva poderá melhorar a sua capacidade de memória e também inibir a sua 
vontade de beber bebida alcoólica, podendo favorecer o seu tratamento da 
dependência ao álcool. 
Os responsáveis por este estudo são: Dra. Ester Miyuki Nakamura Palacios, CRM 
4746/ES, Dra. Maria da Penha Zago Gomes, CRM 2724/ES. 
Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre ética em pesquisa, entre em 
contato com o Comitê de Ética em Pesquisa – situado no Centro de Ciências da 
Saúde da UFES. 
Todas as informações obtidas relativas a sua participação neste estudo serão 
analisadas em conjunto com aquelas obtidas com outros pacientes, resguardando, 
desta forma, a confidencialidade da sua participação. 
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 
Título do Estudo: “Tratamento do Alcoolismo pela Neuromodulação Cognitiva 
Produzida pelaEstimulação Transcraniana de Corrente Contínua Repetida sobre 
o Córtex Pré-Frontal Dorsolateral Esquerdo.” 
	  
Você leu a informação fornecida? ¨  sim             ¨  não 
Você teve a oportunidade de perguntar e discutir o 
estudo? 
¨  sim             ¨  não 
Todas as suas perguntas foram respondidas 
satisfatoriamente? 
¨  sim             ¨  não 
Você recebeu informações suficientes sobre o 
estudo? 
¨  sim             ¨  não 
Com quem você conversou sobre o estudo?  
Você entendeu que é livre para deixar o estudo 
- a qualquer momento? 
- sem ter que dar uma razão? 
- sem comprometer a sua assistência médica futura? 
 
¨  sim      
¨  sim     
¨  sim                           
 
¨  não 
¨  não 
¨  não 
Você concorda em participar deste estudo? ¨  sim                           ¨  não 
Desta forma, acredito ter sido suficientemente informado a respeito das 
informações que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo:  
____________________________________________________(data)___/___/____ 
Assinatura (paciente/representante legal) 
 
 
____________________________________________________(data)___/___/____ 
Profa.Dra. Ester Miyuki Nakamura Palacios CRM/ES 4746 Tel. 3335-7337 
Pesquisadora Responsável pelo estudo 
	  
____________________________________________________(data)___/___/____ 
Profa.Dra. Maria da Penha Zago Gomes CRM: 2724 Tel. 3335-7442 
 
____________________________________________________(data)___/___/____ 
Dr. Luis Henrique Casagrande CRM/ES 5389 Tel. 3324-6040 
	  
	  
	  
Testemunha 1________________________________________(data)___/___/____ 
Obs.:	  Caso	  não	  seja	  possível	  contatar	  os	  médicos	  responsáveis	  pelo	  estudo,	  comunique	  o	  fato	  à	  Comissão	  de	  Ética	  em	  Pesquisa	  do	  Centro	  de	  Ciências	  da	  Saúde	  da	  Universidade	  Federal	  do	  Espírito	  Santo	  pelo	  telefone	  3335-­‐7211	  ou	  pelo	  e-­‐mail:	  	  cep.ufes@hotmail.com 	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Anexo V – Bateria de Avaliação Frontal (FAB) 
 
FAB -  Bateria de Avaliação Frontal 
 
1) Semelhanças (     )  
Em que se parecem... 
a) Banana e Laranja ______________________ 
b) Mesa e Cadeira________________________ 
c) Tulipa, rosa e margarida_________________ 
3 corretas: 3 pontos 
2 corretas: 2 pontos 
1 correta: 1 ponto 
Nenhuma Correta: 0 
 
2) Fluência Verbal (    ) 
Palavras que começam com a letra “s”, não podendo ser nome próprio: 
1 2 3 4 
5 6 7 8 
9 10 11 12 
13 14 15 16 
17 18 19 20 
21 22 23 24 
25 26 27 28 
 
3) Seqüência Motora (    ) 
Punho, palma, lado (primeiro junto, após sozinho) 
6 séries consecutivas corretas sozinho: 3 pontos 
Pelo menos 3 séries consecutivas sozinho: 2 pontos 
3 séries consecutivas com o examinador: 1 ponto 
Não realiza 3 consecutivas mesmo com examinador: 0 
 
4) Instruções Conflitantes (    ) 
Bata duas vezes quando eu bater uma 1-1-1 
Bata uma vez quando eu bater duas 2-2-2 
1-1-2-1-2-2-2-1-1-2 
Nenhum erro: 3 pontos 
1 ou 2 erros: 2 pontos 
Mais do que 2 erros: 1 ponto 
O paciente bate como o examinador por pelo menos 4 vezes 
consecutivas: 0 
 
5) Go-No-Go (    ) 
Bata uma vez quando eu bater uma 1-1-1 
Não bata quando eu bater duas 2-2-2 
1-1-2-1-2-2-2-1-1-2 
Nenhum erro: 3 pontos 
1 ou 2 erros:  2 pontos 
Mais do que 2 erros: 1 ponto 
O paciente bate com o examinador por pelo menos 4 vezes 
consecutivas: 0 
 
6) Comportamento (    ) 
Não toque as minhas mãos 
(O paciente deve ficar com as mãos no joelho, com palma para cima. Sem nada dizer o 
examinador coloca suas mãos perto das mãos do paciente, se este toca-las, então o examinador 
vai dizer: Agora não toque as minhas mãos. A seguir repete a execução) 
Se o paciente não tocar as mãos do examinador: 03 pontos 
Se o paciente hesitar e perguntar o que deve fazer: 02 pontos 
Se o paciente tocar as mãos do examinador sem hesitar: 01 
ponto 
O paciente toca a mão do examinador, mesmo após receber a 
instrução para não tocar: 0   
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Anexo VI - Mini Exame do Estado Mental 	  	  	  
	  	  	  	  	  
 
 
 
 
 
 
 
Questões	  	   1-­‐ Qual	  é:	  Ano?	  Estação	  (Metade	  do	  ano)?	  Data?	  Dia?	  Mês?	   	  2-­‐ Onde	  estamos:	  Estado?	  País?	  Cidade?	  Bairro	  ou	  Hospital?	  Andar?	  3-­‐ Nomeie	  três	  objetos	  (carro,	  vaso,	  janela)	  4-­‐ Soletre	  “MUNDO”	  de	  trás	  para	  frente.	   	   	  5-­‐ Peça	  ao	  paciente	  que	  nomeie	  os	  3	  objetos	  aprendidos	  na	  questão	  3.	  6-­‐ (caneta	  relógio).	  Peça	  ao	  paciente	  que	  os	  nomeie	  	  7-­‐ Peça	  ao	  paciente	  que	  repita	  “nem	  aqui,	  nem	  ali,	  nem	  lá”.	  8-­‐ Obedeça	  à	  instrução:	  “Pegue	  o	  papel	  com	  sua	  mão	  direita.	  Dobre-­‐o	  ao	  meio	  com	  as	  duas	  mãos.	  Coloque	  o	  papel	  no	  chão”.	  9-­‐ Ler	  e	  obedecer:	  “Feche	  os	  olhos”.	  10-­‐ Escreva	  uma	  frase	  de	  sua	  escolha.	  11-­‐ Copie	  o	  seguinte	  desenho	  	   	   	   	  
	  	  Escore	  total:	  (máximo	  de	  30)	  __________	  	  	  
Pontos	  
	  
5	  
	  
5	  
3	  
5	  
	  
3	  
2	  
1	  
	  
3	  
1	  
1	  
1	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ANEXO VII – Questionários do Padrão de Compulsão (craving) 
Compulsão	  (“Craving”)	  	  
Itens	  1,	  2,	  4,	  5	  e	  13	  da	  Escala	  original	  do	  beber	  obsessivo	  compulsivo	  
	  (Obsessive	  Compulsive	  Drinking	  Scale	  –	  OCDS)	  	  
	  
Paciente:	  ______________________________________________	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Aplicador:	  _____________________________________________	  Instruções:	  As	  perguntas	  abaixo	  questionam	  sobre	  seu	  consumo	  de	  álcool	  e	  suas	  tentativas	  para	  controlá-­‐lo.	  Por	  favor,	  faça	  um	  circulo	  em	  torno	  do	  número	  da	  alternativa	  que	  melhor	  se	  aplica	  a	  você	  em	  cada	  pergunta.	  1.Quanto	  do	  seu	  tempo,	  quando	  você	  não	  está	  bebendo,	  é	  ocupado	  com	  pensamentos,	  idéias,	  impulsos	  ou	  imagens	  relacionados	  à	  bebida?	  (0) nenhum	  (1) menos	  de	  1	  hora	  por	  dia	  (2) 1	  a	  3	  horas	  por	  dia	  (3) 4	  a	  8	  horas	  por	  dia	  (4) mais	  de	  8	  horas	  por	  dia	  	  2.Com	  que	  freqüência	  estes	  pensamentos	  surgem?	  (0) nunca	  (1) menos	  que	  8	  vezes	  ao	  dia	  (2) mais	  que	  8	  vezes	  ao	  dia,	  porém	  a	  maior	  parte	  do	  meu	  dia	  é	  livre	  destes	  pensamentos	  (3) mais	  que	  8	  horas	  por	  dia	  e	  durante	  a	  maior	  parte	  do	  dia	  (4) os	  pensamentos	  são	  muito	  numerosos	  e	  uma	  (1)	  hora	  raramente	  passa	  sem	  que	  vários	  deles	  ocorram.	  	  4.Quanta	  angústia	  ou	  pertubação	  as	  idéias,	  pensamentos,	  impulsos	  ou	  imagens	  relacionados	  à	  bebida	  lhe	  causam	  quando	  você	  não	  está	  bebendo?	  (0) nenhuma	  (1) leve,	  infrequente,	  e	  não	  muito	  perturbadores	  (2) moderada,	  frequente,	  e	  perturbadores,	  mas	  ainda	  controlável	  (3) severa,	  muito	  frequente,	  e	  muito	  perturbadores	  (4) extrema,	  quase	  constante,	  a	  angústia	  é	  incapacitante.	  	  5.Quanto	  esforço	  você	  faz	  para	  resistir	  a	  estes	  pensamentos	  ou	  para	  desviar	  sua	  atenção	  para	  outro	  assunto	  quando	  os	  mesmos	  surgem	  na	  sua	  mente	  enquanto	  você	  não	  está	  bebendo?	  (o	  que	  interessa	  aqui	  é	  o	  esforço	  feito	  para	  resistir	  aos	  pensamentos	  em	  beber	  e	  não	  o	  seu	  sucesso	  ou	  fracasso	  em	  controla-­‐los)	  (0) meus	  pensamentos	  em	  beber	  são	  tão	  poucos,	  eu	  não	  preciso	  impor	  resistência.	  Se	  eu	  os	  tenho,	  eu	  faço	  um	  esforço	  sempre	  para	  resistir	  (1) eu	  tento	  resistir	  a	  maior	  parte	  das	  vezes	  (2) eu	  faço	  algum	  esforço	  para	  resistir	  (3) eu	  cedo	  a	  todos	  sem	  tentar	  controlá-­‐los,	  mas	  eu	  faço	  isso	  com	  alguma	  relutância	  (4) eu	  cedo	  completa	  e	  voluntariamente	  a	  todos	  esses	  pensamentos	  	  13.Qual	  a	  sua	  motivação	  em	  consumir	  bebidas	  alcoólicas?	  (0) nenhuma	  motivação	  (1) alguma	  motivação	  para	  beber	  (2) forte	  motivação	  para	  beber	  (3) motivação	  muito	  forte	  para	  beber	  (4) a	  motivação	  para	  beber	  é	  completamente	  involuntária	  e	  irresistível	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Compulsão	  (“Craving”)	  
Itens	  1,	  2,	  4,	  5	  e	  13	  da	  Escala	  original	  do	  beber	  obsessivo	  compulsivo	  
	  (Obsessive	  Compulsive	  Drinking	  Scale	  –	  OCDS)	  	  
	  
Adaptação	  para	  crack-­‐cocaína	  
	  
Paciente:	  ______________________________________________	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Aplicador:	  _____________________________________________	  Instruções:	  As	  perguntas	  abaixo	  questionam	  sobre	  seu	  consumo	  de	  crack	  e	  suas	  tentativas	  para	  controlá-­‐lo.	  Por	  favor,	  faça	  um	  circulo	  em	  torno	  do	  número	  da	  alternativa	  que	  melhor	  se	  aplica	  a	  você	  em	  cada	  pergunta.	  1.Quanto	  do	  seu	  tempo,	  quando	  você	  não	  está	  usando,	  é	  ocupado	  com	  pensamentos,	  idéias,	  impulsos	  ou	  imagens	  relacionados	  ao	  crack?	  (0) Nenhum	  (1) menos	  de	  1	  hora	  por	  dia	  (2) 1	  a	  3	  horas	  por	  dia	  (3) 4	  a	  8	  horas	  por	  dia	  (4) mais	  de	  8	  horas	  por	  dia	  	  2.Com	  que	  freqüência	  estes	  pensamentos	  surgem?	  (0) nunca	  (1) menos	  que	  8	  vezes	  ao	  dia	  (2) mais	  que	  8	  vezes	  ao	  dia,	  porém	  a	  maior	  parte	  do	  meu	  dia	  é	  livre	  destes	  pensamentos	  (3) mais	  que	  8	  horas	  por	  dia	  e	  durante	  a	  maior	  parte	  do	  dia	  (4) os	  pensamentos	  são	  muito	  numerosos	  e	  uma	  (1)	  hora	  raramente	  passa	  sem	  que	  vários	  deles	  ocorram.	  	  4.Quanta	  angústia	  ou	  pertubação	  as	  idéias,	  pensamentos,	  impulsos	  ou	  imagens	  relacionados	  ao	  crack	  lhe	  causam	  quando	  você	  não	  está	  usando?	  (0) nenhuma	  (1) leve,	  infrequente,	  e	  não	  muito	  perturbadores	  (2) moderada,	  freqüente,	  e	  perturbadores,	  mas	  ainda	  controlável	  (3) severa,	  muito	  frequnte,	  e	  muito	  perturbadores	  (4) extrema,	  quase	  constante,	  a	  angústia	  é	  incapacitante.	  	  5.Quanto	  esforço	  você	  faz	  para	  resistir	  a	  estes	  pensamentos	  ou	  para	  desviar	  sua	  atenção	  para	  outro	  assunto	  quando	  os	  mesmos	  surgem	  na	  sua	  mente	  enquanto	  você	  não	  está	  usando?	  (o	  que	  interessa	  aqui	  é	  o	  esforço	  feito	  para	  resistir	  aos	  pensamentos	  em	  beber	  e	  não	  o	  seu	  sucesso	  ou	  fracasso	  em	  controlá-­‐los)	  (0) meus	  pensamentos	  em	  usar	  são	  tão	  poucos,	  eu	  não	  preciso	  impor	  resistência.	  Se	  eu	  os	  tenho,	  eu	  faço	  um	  esforço	  sempre	  para	  resistir	  (1) eu	  tento	  resistir	  a	  maior	  parte	  das	  vezes	  (2) eu	  faço	  algum	  esforço	  para	  resistir	  (3) eu	  cedo	  a	  todos	  sem	  tentar	  controlá-­‐los,	  mas	  eu	  faço	  isso	  com	  alguma	  relutância	  (4) eu	  cedo	  completa	  e	  voluntariamente	  a	  todos	  esses	  pensamentos	  	  13.Qual	  a	  sua	  motivação	  em	  consumir	  crack?	  (0) nenhuma	  motivação	  (1) alguma	  motivação	  para	  usar	  (2) forte	  motivação	  para	  usar	  (3) motivação	  muito	  forte	  para	  usar	  (4) a	  motivação	  para	  usar	  é	  completamente	  involuntária	  e	  irresistível	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ANEXO VIII – Escala de HAM - D 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	   78	  
 
 
 
 
 
 
 
 
	   79	  
ESCALA DE AVALIAÇÃO DE ANSIEDADE DE HAMILTON 
 
Protocolo Nº. _________                         Iniciais do paciente: __________                       Data:____/_____/________ 
 
Instruções: Esta lista de verificação é para auxiliar o clínico ou psiquiatra na avaliação de cada paciente de acordo com o seu grau 
de ansiedade e condição patológica. Preencha com o grau apropriado, na casela correspondente ao lado de cada item, na coluna à 
direita. 
GRAUS:  Nenhum = 0;   Leve = 1;   Médio = 2;   Forte = 3;   Máximo = 4 
 
 
Nº 
 
ITEM 
 
COMPORTAMENTO 
 
GRAU 
 
1 
 
Humor 
Ansioso 
 
Preocupações, previsão do pior, antecipação temerosa, irritabilidade, etc. 
 
 
2 
 
Tensão 
 
Sensações de tensão, fadiga, reação de sobressalto, comove-se facilmente, 
tremores, incapacidade para relaxar e agitação. 
  
 
3 
 
Medos 
 
De escuro, de estranhos, de ficar sozinho, de animais, de trânsito, de multidões, etc. 
(avaliar qualquer um por intensidade e freqüência de exposição). 
  
 
4 
 
Insônia 
 
Dificuldade em adormecer, sono interrompido, insatisfeito e fadiga ao despertar, 
sonhos penosos, pesadelos, terrores noturnos, etc. 
 
 
5 
 
Intelectual 
(cognitivo) 
 
Dificuldade de concentração, falhas de memória, etc. 
 
 
6 
 
Humor   
Deprimido 
 
Perda de interesse, falta de prazer nos passatempos, depressão, despertar precoce, 
oscilação do humor, etc. 
 
 
7 
 
Somatizações 
Motoras 
 
Dores musculares, rigidez muscular, contrações espásticas, contrações involuntá- 
rias, ranger de dentes, voz insegura, etc. 
 
 
8 
 
Somatizações 
Sensoriais 
 
Ondas de frio ou calor, sensações de fraqueza, visão turva, sensação de picadas, 
formigamento, câimbras, dormências, sensações auditivas de tinidos, zumbidos, etc. 
 
 
9 
 
Sintomas 
Cardiovasculares 
 
Taquicardia, palpitações, dores torácicas, sensação de desmaio, sensação de extra-
sístoles, latejamento dos vasos sanguíneos, vertigens, batimentos irregulares, etc. 
 
 
10 
 
Sintomas 
Respiratórios 
 
Sensações de opressão ou constricção no tórax, sensações de sufocamento ou 
asfixia, suspiros, dispnéia, etc. 
 
 
11 
 
Sintomas 
Gastrointestinais 
 
Deglutição difícil, aerofagia, dispepsia, dores abdominais, ardência ou azia, dor pré 
ou pós-prandial, sensações de plenitude ou de vazio gástrico, náuseas, vômitos, 
diarréia ou constipação, pirose, meteorismo, náusea, vômitos, etc. 
  
 
12 
 
Sintomas 
Geniturinários 
 
Polaciúria, urgência da micção, amenorréia, menorragia, frigidez, ereção incompleta, 
ejaculação precoce, impotência, diminuição da libido, etc. 
  
 
13 
 
Sintomas 
Autonômicos 
 
Boca seca, rubor, palidez, tendência a sudorese, mãos molhadas, inquietação, 
tensão, dor de cabeça, pêlos eriçados, tonteiras, etc. 
 
 
14 
 
Comportamento 
na  Entrevista 
 
Tenso, pouco à vontade, inquieto, a andar a esmo, agitação das mãos (tremores, 
remexer, cacoetes) franzir a testa e face tensa, engolir seco, arrotos, dilatação 
pupilar, sudação, respiração suspirosa, palidez facial, pupilas dilatadas, etc. 
  
  
 
 
ESCORE TOTAL: 
  
 
 
Observação: Conforme se pode constatar, esta Escala de Ansiedade de Hamilton (1959) compreende 14 itens 
distribuídos em dois grupos, sendo o primeiro grupo, com 7 itens,  relacionado a sintomas de humor ansioso e o 
segundo grupo, também com 7 itens, relacionado a sintomas físicos de ansiedade – o que possibilita obter escores 
parciais, ou seja, separadamente para cada grupo de itens. O escore total é obtido pela soma dos valores (graus) 
atribuídos em todos os 14 itens da escala, cujo resultado varia de 0 a 56. Esta escala deve ser aplicada pelo profissiona 
 
 
ANEXO IX – Escala de HAM - A 
 
 
 
 
